PCX ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 

Bureau intemationai 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets : 

C07D 471/08, A61K 31/551 // (C07D 
471/08, 243;00, 221;00) 



Al 



(11) Niim^ro de pubUcation Internationale: WO 00/34279 
(43) Date de publication Internationale: 15 juin 2000 (15.06.00) 



(21) Numdro de la demande Internationale: PCT/FR99/02975 

(22) Date de ddpdt international; lerdtfcembre 1999 (01.12.99) 



(30) Donnas relatives h la priority: 

98/15326 4 ddcembre 1998 (04.12.98) FR 



(71) Ddposant (pour tous les Etats disignis sauf US): 

SANOFI-SYNTHELABO [FR/FR]; 174, avenue de 
France, F-75013 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Ddposants (US seuiement): LOGHEAD, Alistair 
[GB/FR]; 95, rue de Paris. F-94220 Charcnton (FR). 
JEGHAM, Sainlr [TN/FR]; 201, cKemih de la Draille, 
F-34980 Montfemer sur Uz (FR). NEDELEC, Alain 
[FR/FR]; 97. rue Victor Hugo. F-92700 Colombes (FR). 
GALLI, Fr6d6rlc [FR/FR]; 6. avenue de Rueil. F-92420 
Vaucresson (FR). JEUNESSE. Jean [FR/FR]; 14, avenue 
Jules Vallfes, F-94500 Champigny sur Mame (FR). EVEN, 
Luc [FR/FR]; 77, me Lecourbe, F~75015 Paris (FR), 

(74) Mandataire: LUDWIG, Jacques; Sanofi-Synthelabo, 174. 
avenue de France, F-75013 Paris (FR). 



(81) Etats d&ign&: AE, AL, AM, AT, AU, A2, BA, BB, BG, BR, 
BY. CA, CH. CN. Cai, CU. CZ. DE, DK, DM, EE. ES. FI. 
GB. GD, GE, GH. GM, HR. HU. ID. IL. IN, IS. JP, KE. 
KG, KP, KR, K2. LC. LK. LR. LS. LT. LU. LV. MA. MD, 
MG, MK. MN. MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, 
SE. SG, SI. SK. SL. TJ. TM, TR. IT, TZ, UA. UG, US. 
UZ. VN, YU, ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM. KE. LS, 
MW, SD, SL, SZ, TZ, UG. ZW), brevet eurasien (AM, AZ, 
BY, KG. KZ. MD, RU. TJ. TM), brevet europ^en (AT. BE. 
CH, CY, DE, DK, ES, FI. FR. GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL. PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG. CI. CM. OA, 
GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD. TG). 



Public 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: l,4-DIAZABICYCLOI3.2.2]NONANE DERIVATIVES, THEIR PREPARATION AND THERAPEUTIC APPLICATION 

(54) Titre: DERIVES DE l,4-DIAZABICYCLO[3.2.2]NONANE. LEUR PREPARATION ET LEUR APPLICATION EN THERAPEU- 
TIQUE 




(I) 



(ST) Abstract 



nie invenQon concerns compounds of general fomula (I) wherein one of the symbols X, Y and Z represents a nitrogen atom, another 
represents a group of foimula C-R3 and the third represents a nitrogen atom or a group of formula C-R4; R3 and R. represent each 
independently of each ottier, a hydrogen or a halogen atom or a trifluoromethyl, cyano, hydroxy, (C,-C6)alkyl or (C-Q) alkoxy group- 
Ri and R2 represent each mdepcndently of each other, a hydrogen or halogen atom or a trifluoromethyl. cyano. hydroxy, (Ci-ci) alkvl 
(C1-C6) alkoxy. or phenyl group optionally substituted. The invention is applicable in therapy. jr. vv-,-v^; <unyi. 

(57) Mtrigi 

de fon^IT^' t f°™"'? f > laquelle run des symboles X, Y et Z reprtsente un atome d'azote, un autre reprtsente un groupe 

flTvl2^lT«^J^'A^A "P'^"^H" ?T ^ "^"^ °" f**™""^ " f^P-^sentent chacun. ind6penda^.mem 

I un de I autre un atome d hydrogfene ou d'halogftne ou un groupe trifluoromdthyle. cyano. hydroxy. (C,-C6)alkyle ou (Ci-CWalcoxy R, 
et R2 repr&entent chacun md6pcndamment I'un de I'autre. un atome d'hydrogfene ou d'halogftne ou un groupe trifluoromtfthyle cyiio 
hydroxy, (Ci-C6)alkyle,(C,-C6)alcoxy.ouphinyleeventuellementsubstitu«. Application th6rapeutique. nuoromemyie. cyano. 
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Derives de 1 , 4-diazabicyclo [3 . 2 . 2 ] nonane, leur preparation 
et leur application en therapeutique . 

Les composes de la presente invention repondent ^ la 
formule generale (I) 



I'un des symboles X, Y et Z represente un atome d' azote, un 
autre represente un groupe de formule C-R3 et le troisieme 
represente un atome d' azote ou un groupe de formule C-R4, 
R3 et R4 representent chacun, independamment I'un de 
1' autre, un atome d'hydrogene ou d'halogene ou un 
groupe trif luoromethyle, cyano, hydroxy, (Ci-Cg) alkyle 
ou (Ci-Cg) alcoxy, 
Ri et R2 representent chacun, independamment I'un de 
1' autre, un atome d'hydrogene ou d'halog^ne ou un groupe 
trifluoromethyle, cyano, hydroxy, (Ci-Cg) alkyle, {Ci-C6)al- 
coxy, ou phenyle eventuellement substitue par un atome 
d'halog^ne, par un ou deux groupes trif luoromethyle, par un 
groupe cyano, par un groupe nitro, par un groupe hydroxy, 
par un groupe (Ci-Cg) alkyle, par un groupe (Ci-Cg) alcoxy, par 
un groupe acetyle, par un groupe methyl^nedioxy, par un 
groupe trif luoromethoxy, par un groupe methylthio ou par un 
groupe phenyle. 

Les composes de 1' invention peuvent exister a I'etat de 
bases ou de sels d' addition a des acides. 

Les composes preferes sont ceux dans la formule desquels 
I'heterocycle contenant X, Y et Z est un groupe pyridin- 
3-yle ou pyridazin-3-yle. 




R. 



(I) 



dans laquelle 



Conformement k 1' invention, et selon le schema qui suit, on 
peut preparer les composes de formule generale (I) en 
faisant reagir le 1, 4'-diazabicyclo[ 3.2.2 ]nonane, de formule 
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(II) , avec un compose heterocyclique de formule generale 

(III) , dans laquelle X, Y, Z, et R2 sont tels que definis 
ci-dessus et W represente un atome d'halog^ne. 

On peut ainsi effectuer un couplage de Buchwald (J. Org. 
Chem. (1997) 62 6066-6068) en presence d'un catalyseur au 



palladium tel que 1' acetate de palladium, le tris (dibenzyl- 
ideneacetone)dipalladium(O) , etc, d'un ligand de complexa- 
tion tel que la triph6nylphosphine, la tributylphosphine ou 
le 2,2'-bis(diphenylphosphino)-l,l'-binaphtyle, et d'une 
base, par exemple organique telle que le t-butoxyde de 
sodium, ou min^rale telle que le carbonate de cesium. 

Lorsque X ou Z represente un atome d' azote on peut aussi 
effectuer une reaction de substitution nucleophile en 
presence d'une base forte telle que le carbonate de cesium 
ou la triethylamine, 

Le 1, 4-diazabicyclo [3.2.2] nonane est decrit dans J. Med. 
Chem. (1993) 36 2311-2320. 

Pour certains composes , les substituents Ri et/ou R2 ne 
sont pas presents dans le compose de depart de formule 
g6n6rale (III) ; selon leur nature, ces substituents 
peuvent gtre introduits sur le compos6 final de formule 
g6nerale (I) . Ainsi, par exemple des composes de formule 
generale (I) dans lesquelles Rj et/ou R2 representent des 
groupements aryles peuvent §tre prepares ^ partir des 
composes correspondants, dans la formule desquels Rj et/ou 
R2 representent des atomes de brome ou d'iode selon toutes 
methodes connues, telles qu'un couplage Suzuki en presence 
d'un acide boronique et d'un catalyseur au palladium, par 
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exemple le tetrakistriphenylphosphine palladium. 

Les composes de formule generale (III) sont disponibles 
dans le commerce ou sont accessibles par des methodes 
5 decrites dans la litterature. 

Les examples ,qui vont suivre illustrent la preparation de 
quelques composes de 1' invention. Les microanalyses elemen- 
taires, et les spectres I.R. et R.M.N, confirment les 
10 structures des composes obtenus. 

Les numeros indiques entre parentheses dans les titres des 
exemples correspondent a ceux de la lere colonne du tableau 
1 donne plus loin. 

Dans les noms des composes, le tiret fait partie du 

15 mot, et le tiret ne sert que pour la coupure en fin de 

ligne ; il est a supprimer en 1' absence de coupure, et ne 
doit etre remplace ni par un tiret normal ni par un espace. 

Exemple 1 (Compose N**l) . 
20 Bromhydrate de 4-pyridin-3-yl"-l, 4-diazabicyclo [3 . 2 . 2] nonane 
(2:1) . 

Dans un ballon tricol de 100 ml on place 1,0 g (7,92 
mmoles) de 1, 4-diazabicyclo [3 . 2 . 2] nonane, 5,0 g (31,7 

25 mmoles) de 3-bromopyridine, 88,9 mg (0,396 mmole) d' acetate 
de palladium(II) , 247 mg (0,396 mmole) de 2, 2 ' -bis (diphe^ 
nylphosphino) -1, 1 ' -binaphtyle et 3,61 g (11,1 mmoles) de 
carbonate de cesium en suspension dans 50 ml de tetrahydro_ 
furane, et on chauffe le melange au reflux pendant 72 h. 

30 On le laisse refroidir, on le filtre, on evapore le filtrat 
sous pression r6duite et on purifie le r^sidu par chromato- 
graphie sur colonne de gel de silice en 61uant avec un 
melange 95/5/0,5 de chloroforme, methanol et ammoniaque. 
On obtient 0,83 g d'une huile orangee qu'on met en suspen- 

35 sion dans 15 ml d'ethanol et on ajoute 1,45 ml d'une 

solution d'acide bromhydrique a 37% dans I'acide ac§tique. 
On isole finalement 1,02 g de dibromhydrate . 
Point de fusion : 295-305''C. 
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Exemple 2 (Compose N'^S) . 

Bromhydrate de 4- (6-chloropyrida2in-3-yl) -1, 4-diazabicyclo^ 
[3.2.2]nonane (2:1). 

5 Dans un ballon tried de 50 ml on introduit 0,88 g (7,0 
mmoles) de 1, 4-diazabicyclo [3.2.2] nonane et 0,52 g (3,5 
mmoles) de 3, 6-dichloropyridazine dans 25 ml de toluene, et 
on chauffe la solution au reflux pendant 24 h. 
On evapore le solvant sous pression reduite, on reprend le 
10 residu avec un melange 90/10 de dichloromethane et de 
methanol contenant quelques gouttes d' ammoniaque, et on 
elue la solution sur gel de silice avec le meme melange de 
solvants . 

On obtient 0,58 g de compose sous forme de base, qu'on 
15 transforme en dibromhydrate par addition d'une solution 

d'acide bromhydrique a 37% dans I'acide acetique. 

Apres recristallisation dans un melange 50/50 de propan-2- 

ol et de methanol on isole finalement 0,7 g de 

dibromhydrate . 
20 Point de fusion : 291-293°C. 

gxjginpXe 3 (Compose N'^S) . 

Bromhydrate de 4- (6-ph6nylpyridin-3-yl) -1, 4-diazabicyclo_ 
[3.2.2 ]nonane (2:1) . 

25 

3.1. 3-Bromo-6-phenylpyridine . 

Dans un ballon tricol de 250 ml on introduit 10 g (42,2 
mmoles) de 2, 5-dibromopyridine, 5,2 g (42,2 mmoles) d'acide 
phenylboronique et 30 ml de benzdne, on ajoute 1,5 g (1,3 
30 mmole) de tetrakis (triphenylphosphino) palladium, 30 ml de 
benzene et 30 ml d'une solution aqueuse de carbonate de 
sodium a 2M et 1,4 ml d'6thanol et on chauffe le melange k 
reflux pendant 17 h. 

On refroidit le milieu reactionnel, on le filtre, on 
35 d6cante la phase organique, on evapore le solvant sous 

pression reduite et on purifie le residu par chromatogra- 
phie sur gel de silice en eluant avec un melange 70/30 
d' heptane et de dichloromethane. 

On obtient 8,6 g de produit brut que I'on recristallise 
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dans 7 ml d'ethanol. On obtient ainsi 5,6 g de produit pur 
sous forme de solide blanc. 
Point de fusion : 69-72°C. 

5 3.2 Bromhydrate de 4- (6--phenylpyridin-3-yl) -1, 4-diazabi„ 
cyclo[3.2.2 ]nonane (2:1). 

Dans un ballon tried on charge, sous atmosphere d' azote, 
0,631 g (5 mmoles) de 1, 4-dia2abicyclo [3 . 2 . 2 Jnonane, 1,4 g 
(6 mmoles) de 3-bromo-6-phenylpyridine, 2,28 g (7 mmoles) 
10 de carbonate de cesium, 45 mg (0,2 mmole) d' acetate de 

palladium(II) et 125 mg (0,2 mmole) de 2, 2 ' -bis (diphenyl_ 
phosphino)-l,l*-binaphtyle en suspension dans 40 ml de 
tetrahydrofurane, et on porte le melange ^ a reflux pendant 
48 h. 

15 On refroidit le milieu reactionnel, on le filtre et on 
evapore le solvant sous pression reduite. On purifie le 
residu obtenu par chromatographie sur gel de silice en 
61uant avec un melange 96/4/0,4 de chloroforme, methanol et 
ammoniaque. On obtient 0,47 g de produit brut que I'on 

20 reprend dans de 1' ether. On ^limine un insoluble par 

filtration et on concentre le filtrat sous pression reduite 
pour obtenir 0,42 g de produit. 

On le met en suspension dans 10 ml d'ethanol et on traite 
la solution obtenue avec 0,6 ml d'une solution d'acide 
25 bromhydrique dans I'acide acetique a 5M. Apres 1 h on 
recueille le precipit^, on le rince a I'ethanol, puis a 
1' ether. On obtient ainsi 0,519 g de produit sous forme de 
solide blanc. 

Point de fusion : 290-297 ""C. 

30 

Exemole 4 (Compose N''9) . 

Bromhydrate de 4- (5-bromopyridin-3-yl) -1, 4-diazabicyclo_ 
[3.2.2 Inonane (2:1) . 

35 Dans un ballon tricol de 250 ml, on ajoute a une suspension 
de 71 mg (0,32 mmole) d' acetate de palladium(II) , 3,6 g 
(11,09 mmoles) de carbonate de cesium et 0,197 mg (0,32 
mmole) de 2, 2 ' -bis (diphenylphosphino) -1, 1 ' -binaphtyle dans 
45 ml de tetrahydrofurane, une solution contenant 1,0 g 
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(7,92 iTunoles) de 1, 4-diazabicyclo [3 . 2 . 2 ]nonane et 2,82 g 
(11,89 mmoles)de 3, 5-dibromopyridine dans 20 ml de 

tetrahydrofurane. On chauffe le milieu reactionnel pendant 

22 h. 

5 On refroidit la suspension et on dilue avec 65 ml de 

chloroforme. On ^limine un pr6cipit6 par filtration et on 
concentre le filtrat sous pression r6duite pour obtenir 
4,4 g de solide brun fonc6. On purifie le produit par 
chromatographie sur gel de silice en eluant avec un melange 

10 95/5/0,5 de chloroforme, methanol et ammoniaque. On obtient 
1,25 g de produit pur que I'on dissout dans 10 ml d'6thanol 
et traite avec 1,6 ml d'une solution d'acide bromhydrique 
dans I'acide acetique a 5,7 Ma O'C. On obtient 1,79 g de 
produit que I'on recristallise dans 20 ml d'un melange 

15 86/14 d'ethanol/eau. On obtient ainsi 1,14 g de produit 
sous forme de solide jaune pale. 
Point de fusion : 266-276 "C. 



Example S (Compos6 N°10) . 
20 4- ( 5-Ph6nylpyridin-3-yl ) -1 , 4-dia2abicyclo [3.2.2] nonane . 

On introduit 0,87 g (3,1 ramoles) de 4- (5-bromopyridin-3- 
yl) -1, 4-diazabicyclot3.2.2 ]nonane dans un ballon tricol de 
50 ml, on ajoute 0,39 g (3,15 ramole) d'acide ph6nylboro_ 
25 nique, 0,11 g (0,095 mmole) de tetrakis (triph6nylphos_ 

phino) palladium, 3,3 ml d'une solution aqueuse de carbonate 
de sodium 6 2 M, 6,5 ml de benzene et 0,15 ml d'6thanol, et 
on chauffe h reflux pendant 16 h. 

On refroidit le milieu reactionnel, on dilue avec 90 ml de 
30 benzene et on f litre. On separe la phase organique et on 
6vapore le solvant sous pression r6duite. On purifie le 
r6sidu par chromatographie sur colonne de gel de silice en 
§luant avec un melange 95/5/0,5 de chloroforme, methanol et 
ammoniaque. On obtient 0,80 g d'une huile orange que I'on 
35 fait cristalliser dans 4 ml d'§ther de p6trole. On obtient 
ainsi 0,617 g de produit sous forme de solide blanc casse. 
Point de fusion : 85-88 "C. 
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Exemple 6 (Compose N""?) . 

4- ( 6-'Chloropyrazin-2-yl) -1, 4-diazabicyclo [3 . 2 . 2] nonane. 

Dans un ballon tricol de 25 ml on introduit 0,30 g (2,0 
5 mmoles) de 1, 4-diazabicyclo [3.2. 2]nonane, 0,30 g (2,0 
ramoles) de 2, 6-dichloropyrazine, 3 ml d'une solution 
aqueuse de soude a 50% et 64,4 mg (0,2 mmole) de bromure de 
t6trabutylammonium dans 3 ml de toluene et on chauffe le 
milieu react ionnel a 60 pendant 4 h. 
10 On ajoute 0,30 g (2,0 mmoles) de 2, 6-dichloropyrazine et 
64,4 mg (0,2 mmole) de bromure de t6trabutylammonium et on 
continue de chauffer pendant 18 h. 

On separe la phase organique, on ajoute de I'eau et on 
extrait le melange au chloroforme. On ^vapore le solvant 

15 sous pression reduite et on purifie le residu obtenu par 

chromatographic sur colonne de gel de silice en eluant avec 
un melange 95/5/0,5 de chloroforme, methanol et ammoniaque 
et on fait cristalliser le produit obtenu dans 1,5 ml 
d'6ther diisopropylique. 

20 On obtient 0,17 g de produit. 
Point de fusion : 80°C. 

Exemple 7 (Compose N°12) . 

Bromhydrate de 4- ( 6-phenylpyridazin-3-yl) -1, 4-diazabicyclo^ 
25 [3.2,2]nonane (2:1) . 

Dans un ballon tricol de 25 ml on introduit 0,477 g (2,0 
mmoles) de 4- ( 6-chloropyridazin-3-yl) -1, 4-'diazabicyclo_ 
t3.2.2]nonane, 0,293 g (2,4 mmoles) d'acide ph^nylboro^ 
30 nique, 69 mg (0,06 mmole) de t6trakis (triphenylphospino) ^ 
palladium, 2 ml d'une solution aqueuse de carbonate de 
sodium 2M et 0,1 ml d'ethanol, et on chauffe le milieu 
react ionnel a reflux pendant 17 h. 

On d^cante la phase organique, on la lave a I'eau, on 
35 l'6vapore sous pression r6duite et on purifie le r6sidu par 
chromatographie sur gel de silice en eluant avec un melange 
95/5/0,5 de chloroforme, methanol et ammoniaque. 
On obtient 0,4 9 g de produit sous forme d'huile que I'on 
reprend dans 5 ml d'6thanol et que I'on traite avec 0,7 ml 
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d'une solution d'acide bromhydrique dans I'acide ac§t,ique 
5M. On filtre le precipite, on le rince a I'ethanol puis a 
I'ether. 

On obtient ainsi 0,551 g de de solide blanc. 
5 Point de fusion : 295-298°C. 

Le tableau qui suit illustre les structures chimiques et 
les propri6tes physiques de quelques composes de 
1 ' invention. 

10 

Dans la colonne ^^Ri", "'3; 4-OCH2O-C6H3" d^signe un groupe 
3, 4-methylenedioxyphenyle, ou 1, 3-benzodioxol-5-yle et 
'M-CgHs-CgH/' designe un groupe biph§nyl-4-yle . 
Dans la colonne ^^Sel", designe un compose a I'etat de 

15 base, ^^HBr" designe un bromhydrate et '^HCl" designe un 

chlorhydrate ; le rapport molaire acide:base est indique en 
regard. 

Dans la colonne ''F C'C)'', ^Md)" designe un point de fusion 
avec decomposition. 
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Les composes de 1' invention ont fait I'objet d'essais qui 

ont mis en evidence leurs proprietes therapeutiques . 

Ainsi ils ont ete studies quant a leur affinite vis-a-vis 
5 des recepteurs nicotiniques contenant la sous-unite oc^P>2 
selon les m^thodes decrites par Anderson et Arneric, Eur. 
J. Pharmacol (1994) 253 261, et par Hall et coll., Brain 
Res. (1993) 600 127. 

On d^capite des rats males Sprague Dawley de 150 a 200 g et 
10 on preleve rapidement la totality du cerveau, on 

1 ' homogeneise dans 15 volumes d'une solution de sucrose a 
0,32 M a puis on le centrifuge ^ 1000 g pendant 10 min. 

On elimine le culot, et on centrifuge le surnageant a 
20000 g pendant 20 min a 4°C. On recupere le culot et on 
15 1 ' homogeneise a I'aide d*un broyeur Polytron""" dans 15 

volumes d'eau bidistillee a 4°C, puis on le centrifuge a 
8000 g pendant 20 min. On elimine le culot et on centrifuge 
le surnageant et la couche de peau ("buffy coat") a 40000 g 
pendant 20 min, on r6cupere le culot, on le remet en 
20 suspension dans 15 ml d'eau bidistill6e ^ 4*^0 et on le 

centrifuge encore une fois ^ 40000 g avant de le conserver 
ii -SO'^C. 

Le jour de 1' experience on decongele lentement le tissu et 
on le met en suspension dans 3 volumes de tampon. On fait 

25 incuber 150 \il de cette suspension membranaire a 4°C 

pendant 120 min en presence de 100 pi de [^H]cytisine 1 nM 
dans un volume final de 500 pi de tampon, en presence ou en 
absence de compose a tester. On arrete la reaction par 
filtration sur des filtres Whatman GF/B™ prealablement 

30 traites avec de la poly6thyleneimine, on rince les filtres 
avec deux fois 5 ml de tampon a 4°C, et on mesure la 
radioactivite retenue sur le filtre par scintigraphie 
liquide.On determine la liaison non specif ique en presence 
de (-) -nicotine a 10 pM ; la liaison non specif ique 

35 repr6sente 75 a 85% de la liaison totale r6cup6r6e sur le 
filtre. Pour chaque concentration de compost 6tudi§ on 
determine le pourcentage d' inhibition de la liaison 
specif ique de [^H] cytisine, puis on calcule la CI50, concen- 
tration de compose qui inhibe 50% de la liaison specif ique. 
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Les CI50 des composes de 1 ' invention les plus affins se 
situent entre 0,001 et 0,013 ]iM. 

Les composes de 1' invention ont aussi ete Studies quant a 
leur affinite vis-a-vis des r^cepteurs nicotiniques 
contenant la sous-unite oil , selon les methodes decrites par 
Marks et Collins, J. Pharmacol . Exp. Ther. (1982) 22 564 et 
Marks et al., Mol. Pharmacol. (1986) 30 427. 
On decapite des rats males OFA de 150 a 200 g, on prel^ve 
rapidement la totalite du cerveau, on 1' homog6n6ise h 
I'aide d'un broyeur Polytron™ dans 15 volumes d'une 
solution de sucrose a 0,32 M 6 puis on le centrifuge a 

1000 g pendant 10 min. On elimine le culot, et on 
centrifuge le surnageant A 8000 g pendant 20 min a 4°C. On 
15 recupere le culot et on 1' homogeneise a I'aide d'un broyeur 
Polytron™ dans 15 volumes d'eau bidistillee a 4°C, puis on 
le centifuge a 8000 g pendant 20 min. On ^limine le culot 
et on centrifuge le surnageant et la couche de peau ("buffy 
coat") A 40000 g pendant 20 min. On r6cup6re le culot, on 
20 le remet en suspension avec 15 volumes d'eau bidistill6e a 
4''C et on le centrifuge encore une fois k 40000 g pendant 
20 min avant de le conserver a -SCC. 

Le jour de 1' experience on decong61e lentement le tissu et 
on le met en suspension dans 5 volumes de tampon. On 
25 pr§incube 150 jal de cette suspension membranaire a 37 "C 

pendant 30 min, a I'obscurite, en presence ou en absence du 
compose k tester. Puis le membranes sont incub^es pendant 
60 min a 37 °C, k I'obscurite, en presence de 50 pi de 
[^H]a-bungarotoxine 1 nM dans un volume final de 250 ]il de 
tampon HEPES 20 mM, polyethyl^neimine 0,05%. On arr§te la 
reaction par filtration sur des filtres Whatman GF/C™ 
pr6alablement traites pendant 3 heures avec de la 
polyethyl^neimine ^ 0,5%. On rince les filtres avec deux 
fois 5 ml de tampon a 4°C, et on mesure la radioactivity 
35 retenue sur chaque filtre par scintigraphie liquide. On 
determine la liaison non sp^cifique en presence de a- 
bungarotoxine a 1 pM final ; la liaison non sp6cifique 
represente environ 60% de la liaison totale recuper^e sur 
le filtre. Pour chaque concentration de compose 6tudi6 on 



30 



wo 00/34279 PCT/FR99/02975 

14 

determine le pourcentage d' inhibition de la liaison speci- 
fique de [^H] a-bungarotoxine, puis on calcule la CIso^ 
concentration de compose qui inhibe 50% de la liaison 
specif ique. 

5 Les CI50 des composes de 1' invention les plus affins se 
situent entre 0,002 et 0,75 \iM. 

Les composes de 1' invention ont egalement 6te Studies quant 
^ leur affinite vis-a-vis des recepteurs nicotiniques 

10 p6ripherique de type ganglionnaire selon la methode decrite 
par Houghtling et al., Mol. Pharmacol. (1995) 48 280-287. 
La capacite d'un compose a deplacer la [^H] -epibatidine des 
membranes de glandes surrenales de boeuf mesure son 
affinite pour ce recepteur. 

15 On decongele des glandes surrenales de boeuf conservees a - 
80 °C, et on les homogeneise a I'aide d'un broyeur Polytron™ 
dans 20 volumes de tampon Tris-HCl 50 mM a pH 7, 4 a 4°C, 
puis on les centifuge k 35000 g pendant 10 min. On elimine 
le surnageant et on remet le culot en suspension dans 30 . 

20 volumes de tampon Tris-HCl 50 mM a 4**C et on r6homog6neise 
avant de recentrifuger a 35000 g pendant 10 min. On reprend 
le dernier culot dans 10 volumes de tampon Tris-HCl a 4**C» 
On fait incuber 100 pi de membrane soit 10 mg de tissu 
frais a 24 ''C pendant 3 h en presence de 50 ]xl de 

25 [^H] -epibatidine 0,66 nM final dans un volume final de 
250 ]il de tampon, en presence ou en absence de compose a 
tester. On arrete la reaction par dilution des echantillons 
avec du tampon Tris-HCl 50 yM pH 7,4 a 4^*0 puis on filtre 
sur de filtres Whatman GF/C^ prealablement traites pendant 

30 3 heures avec de la polyethyleneimine a 0,5%. On rince les 
filtres 2 fois par 5 ml de tampon et on mesure la 
radioactivite retenue sur le filtre par scintigraphie 
liquide. On determine la liaison non specif ique en presence 
de (-) nicotine 2 mM final ; la liaison non sp6cifique 

35 represente 30 a 40% de la liaison totale recup6r6e sur le 
filtre. Pour chaque concentration de compose etudi6 on 
determine le pourcentage d' inhibition de la liaison 
specifique de [^H] -epibatidine, puis on calcule la CI50, 
concentration de compos6 qui inhibe 50% de la liaison 
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specif ique. 

Les CI50 des composes de 1' invention se situent entre 0,06 
et 20 pM. 

5 Les resultats des essais qui precedent montrent que 

certains composes de 1' invention sont des ligands selectifs 
pour les sous-unit6s a^Pj/ ou du r^cepteur nicotinique 
et que d'autres sont mixtes ot^^2 et olt, a^Pa et oi^^ ou ot^ et 

Enfin les composes de 1' invention ont fait I'objet d' essais 
qui ont mis en evidence leurs proprietes analgesiques . 
Ainsi ils ont ete etudies dans le modele de la plaque 
chauffante, selon la methode de Eddy et Leimbach, 
J. Pharmacol. Exp. Ther. (1953) 107 385-393 dans le but de 
rechercher et quantifier un eventuel effet analgesique. 
Des souris de 20 ^ 30 g sont soumis a un stimulus thermique 
par contact des pattes avec une plaque maintenue a la 
temperature constante de 57,5°C par un bain-marie 
thermostats. On mesure le temps de reaction a la douleur 
qui se manifests par un ISchage de pattes ou un saut. 
Ainsi, aprSs le delai de pr6traitement effectue par voie 
sous-cutan6e ou orale (chaque lot Stant constitue de huit 
animaux pour un meme pr6traitement) , les souris sont 
deposees individuellement sur la plaque et le temps de 
reaction a la douleur est mesure. L' animal est retire de la 
plaque immediatement apres la manifestation de la douleur. 
Le temps maximum d' exposition au stimulus est de 30 
secondes. 

On exprime pour chaque lot le temps moyen de reaction 
accompagn6 de I'erreur standard a la moyenne (e.s.m). Une 
analyse de variance non parametrique (Kruskal-Wallis) , est 
effectu6e sur 1' ensemble du lot. Un test de Wilcoxon permet 
la comparaison de chaque lot trait6 au lot temoin. Les 
differences sont consider6es comme statistiquement 
signif icatives au seuil 5%. 

Ce temps de reaction est signif icativement augmente par les 
analgesiques principalement a effets centraux, 
Les composes de 1' invention montrent une activite dans ce 
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test aux doses comprises entre 0,3 et 30 mg/kg par voie 
intraperitoneale ou orale. 

Les resultats des divers essais suggerent 1 ' utilisation des 
5 composes dans le traitement ou la prevention des desordres 
lies ^ un dysf onctionnement des recepteurs nicotiniques, 
notaininent au niveau du syst^me nerveux central ou du 
systeme gastro-intestinal . 

10 Au niveau du systeme nerveux central ces desordres com- 
prennent les alterations cognitives, plus specif iquement 
mnesiques, mais egalement attentionnelles, liees k la 
maladie d'Alzheimer, au vieillissement pathologique (Age 
Associated Memory Impairment, AAMI), au syndrome 

15 Parkinsonien, a la trisomie 21 (Down's syndrome), au 

syndrome alcoolique de Korsakoff, aux demences vasculaires 
(multi-infarct dementia, MID) et au deficit de 
I'attention/hyperactivite (attention deficit /hyperactivity 
disorder, ADHD) • 

20 Les composes de 1' invention pourraient egalement etre 
utiles dans le traitement des troubles moteurs observes 
dans la maladie de Parkinson ou d'autres maladies neurolo- 
giques telles que la choree de Huntington, le syndrome de 
Tourette, la dyskinesie tardive et 1 ' hyper kin6sie. 

25 Les composes de 1' invention peuvent Egalement constituer un 
traitement curatif ou symptomatique des accidents et 
traumatismes craniens ou medullaires, des accidents 
vasculaires cerebraux et des episodes hypoxiques cerebraux, 
ainsi que des autres maladies neurodegeneratives aigues ou 

30 chroniques. 

lis peuvent etre utilises dans les cas de pathologies psy- 
chiatriques : schizophr^nie, depression, anxi§t6, attaques 
de panique, comportements compulsifs et obsessionnels . 
lis peuvent prevenir les symptomes dus au sevrage au tabac, 

35 a I'alcool, aux diff6rentes substances induisant une 
dependance, telles que cocaine, LSD, cannabis, benzo- 
diazepines . 

Enfin ils peuvent etre utiles pour le traitement de la 
douleur aigue et neuropathique . 
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Au niveau du systeme gastro-intestinal les composes de 
1' invention pourraient etre utiles dans le traitement de la 
maladie de Crohn, de la colite ulcereuse, du syndrome du 
colon irritable et de I'ob^site. 

A cet effet les composes de 1' invention peuvent etre 
pr6sent6s sous toutes formes de compositions appropri6es k 
1' administration enterale, parenterale ou transdermique, 
telles que comprim6s, dragees, gelules, capsules, suspen- 
sions ou solutions buvables ou injectables telles que 
sirops ou ampoules, timbres transdermiques ("patch"), etc, 
associes a des excipients convenables, et doses pour 
permettre une administration journaliere de 0,01 a 
20 mg/kg. 
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Revendications. 
1. Compose repondant a la formule generale (I) 




(I) 



dans laquelle 

I'un des symboles X, Y et Z represents un atome d' azote, un 
autre represente un groupe de formule C-R3 et le troisi^me 
represente un atome d' azote ou un groupe de formule C-R4, 
R3 et R4 representent chacun, independamment I'un de 
1' autre, un atome d'hydrogene ou d'halogene ou un 
groupe trif luoromethyle, cyano, hydroxy, {Ci-Cg) alkyle 
ou (Ci-Cg) alcoxy, 
Ri et R2 representent chacun, independamment I'un de 
I'autre, un atome d'hydrog^ne ou d'halogene ou un groupe. 
trifluorom6thyle, cyano, hydroxy, (Ci-Cg) alkyle, (Ci-C6)al- 
coxy, ou phenyle eventuellement substitue par un atome 
d'halog^ne, par un ou deux groupes trif luoromethyle, par un 
groupe cyano, par un groupe nitro, par un groupe hydroxy, 
par un groupe (Ci-Cg) alkyle, par un groupe (Ci-Cg) alcoxy, par 
un groupe acetyle, par un groupe methylenedioxy, par un 
groupe trif luorom^thoxy, par un groupe methylthio ou par un 
groupe phenyle, 

^ I'etat de base ou de sel d' addition a un acide. 

2. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que 
l*h6t6rocycle contenant X, Y et Z est un groupe pyridin- 
3-yle. 

3. Compose selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que 
l'h6t6rocycle contenant X, Y et Z est un groupe pyridazin- 
3-yle, 

4. Medicament caracterise en ce qu'il consiste en un 
compose selon la revendication 1. 
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5. Composition pharmaceutique caract^risee en ce qu'elle 
contient un compose selon la revendication 1, associe a un 
excipient. 
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